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敏感 和 抗 性 棉铃 虫 对 疯 氰 欧 酯 毒 力 
反应 的 机 理 研 究 * 
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《中国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 ”北京 100094) 


摘要 通过 生物 测定 和 生物 化 学 方法 比较 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 敏感 和 抗 性 种 群 
对 溴 氰 菊 酯 毒 力 反应 及 其 3 种 解毒 酶 的 差异 。 结果 表明 , 田间 抗 性 种 群 和 室内 药剂 汰 选 的 抗 
性 种 群 对 溴 氰 菊 酯 均 有 较 高 的 抗 性 , 其 抗 性 倍数 分 别 达 到 195. 8 和 37 375 倍 。 水 解 酯 酶 和 多 
功能 氧化 酶 是 导致 棉铃 虫 对 溴 氰 菊 酯 产生 高 抗 性 的 重要 酶 系 。 特 异性 抑制 剂 活体 内 外 抑制 
作用 测试 发 现 , 敏感 种 群 和 抗 性 种 群 均 含有 较 高 量 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 , 但 两 个 种 群 对 抑制 剂 的 
亲和力 反应 不 同 , 表明 乙酰 胆 碱 酯 酶 在 敏感 种 群 和 抗 性 种 群 中 发 生 了 不 同 的 变化 , 这 种 变化 
可 能 与 棉铃 虫 对 溴 氰 菊 酯 的 抗 性 有 关 。 由 此 推断 , 棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 这 类 中 枢 神 经 系统 神 
经 毒剂 产生 抗 性 ， 乙 酰 胆 碱 酯 酶 发 生变 化 可 能 也 是 一 个 重要 因子 。 
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随 着 杀 虫 剂 的 广泛 使 用 ， 害 虫 对 杀 虫 剂 抗 性 日 趋 严重 ， 抗 药性 机 理 研 究 也 不 断 地 深 
入 ， 目 前 已 有 许多 文献 报道 ”， 并 将 害虫 抗 药性 机 理 总 结 为 3 个 方面 ; (1) 解毒 因子 ， 
(2) 神经 不 敏感 因子 ，(3) 穿 透 因子 。 这 为 进一步 了 解 害 虫 抗 药性 发 展 规律 、 研 制 开发 
新 杀 虫 剂 和 确定 抗 药 性 治理 方案 提供 了 重要 的 理论 依据 。 

WE Helicoverpa armigera 是 我 国 农业 重要 害虫 之 一 ，, 为 害 棉 论 、 玉 米 、 小 麦 等 多 
种 农作物 。90 年 代 以 来 连续 几 年 大 面积 暴发 , 给 我 国 的 农业 生产 、 国 民 经 济 造 成 巨大 损 
失 . 由 于 我 国 棉田 长 期 不 合理 使 用 杀 虫 剂 使 棉铃 虫 对 很 多 种 杀 虫 剂 产 生 不 同 程度 的 抗 性 ， 
虽然 已 有 文献 报道 了 大 暴发 的 原因 ， 棉 铃 虫 对 各 种 杀 虫 剂 毒 力 反应 程度 及 抗 药 性 遗传 规 
RON, 但 其 抗 药性 机 理 目 前 报道 较 少 。 本 文 研究 了 敏感 和 抗 性 棉铃 虫 对 溴 氰 菊 酯 毒 力 反 
应 ， 比 较 了 敏感 和 抗 性 种 群体 内 酶 代谢 方式 并 通过 特异 性 酶 抑制 剂 的 抑制 作用 鉴定 了 与 
棉铃 虫 对 菊 酯 类 杀 虫 剂 抗 性 有 关 的 机 理 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 害虫 
敏感 种 群 (YZ-S): 1989 年 采 自 河南 台州 棉田 ， 在 室内 饲养 8 年 一 直 未 施用 任何 杀 
Hp]. 河南 95 种 群 (HN95-R): 1995 年 采 自 河南 新 乡 七 里 营 棉 田 , 在 室内 饲养 1 年, 无 
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药剂 筛选 。 溴 氰 菊 酯 汰 选 抗 性 种 群 (DE-R): 在 室内 以 群体 方法 用 溴 握 菊 酯 汰 选 棉铃 虫 达 
4 年 后 ， 停 止 汰 选 3 代 的 棉铃 虫 。 


1.2 化 学 试剂 

95%% 省 握 菊 酯 ,法国 罗 素 优 克 福 公司 提供 。o- 乙 酸 蔡 酯 , 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 , SRA 
肽 、 坚 固 牢 蓝 B 盐 、5，5” 二 硫 基 - 双 -(2- 确 基 莱 甲酸 )[5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoic 
acid ) ,DTNBj 和 1-4-2, 4-48 3£% (1-chloro-2, 4-dinitrobenzene, CDNB) 由 美国 Sigma 
公司 提供 。5 种 特异 性 酶 捉 制 剂 为 马 拉 氧 磷 (MAL, malaoxon, 96%) 和 甲 基 对 氧 磷 
(PAR, paraoxon-methyl, 96%) 由 Dr. Wolfenbarger 友好 赠送 。 ALR TA (PB, 
piperonyl butoxide, 97%), WMR 2B (TPP, triphenyl phosphate, 98%) 和 DEF 
(s, s, s-tributyl phosphorotrithioate, 99%) 由 美国 Aldrich 公司 提供 。 试 验 中 使 用 的 其 
它 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 


1.3 生物 测定 

取 棉 铃 虫 3 龄 初 幼虫 [7 日 龄 ， 平 均 体 重 为 〈25 士 5) mg/ 头 ]。 将 药剂 配 成 6 一 7 个 
浓度 〈 活 体内 酶 抑制 剂 抑制 试验 是 将 抑制 剂 与 溴 氰 菊 酯 按 一 定 比例 配 成 系列 浓度 )， 用 
LV-56 型 电动 微量 点 滴 器 吸取 1 pL 的 药 液 , 点 滴 在 每 头 幼虫 前 胸 背 板 上 ，, 每 个 浓度 处 理 
24 头 幼 虫 , 重复 3 次 。 丙 酮 作对 照 。 处 理 后 置 于 正常 人 工 饲 料 中 饲养 , 24h 后 检查 结果 ， 
按 POLO 程序 计算 出 致死 中 量 。 在 生物 化 学 测定 中 的 供 试 虫 与 生物 测定 试验 同时 取样 。 


1.4 离 体 酶 活力 测定 

酶 的 制备 : 取 20 头 棉铃 虫 3 龄 幼虫 ， 放 在 玻璃 匀 浆 器 中 ， 加 入 3 mL 0.1 mol/L 的 
磷酸 缓冲 液 (含有 1%Triton X-100), SR. HRM 14 000 r/min, 4 人 CC 中 离心 30 min, 
REFRE AER. Æ Hewlett Packard 8452A 双 光 束 紫 外 分 光 光 度 计 中 分 析 酶 活力 。 

x- 乙 酸 蔡 酯 酶 活力 测定 : 参照 Van Aspere 的 方法 。 反 应 液 中 含有 10pL HR, 
3mL 4X10-: mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH7. 0), 50 pL 4X107* mol/L 的 oa- 乙酸 茜 酯 液 , 在 
37C 水 浴 中 保温 30 min， 加 0.5 mL BAR, 600nm 处 比 色 。a- 蔡 酯 作为 标准 曲线 。 

乙酰 胆 碱 酯 酶 活力 测定 : SR Elman 的 方法 。 反 应 混合 液 含 有 50 uL HBR, 
2. 80 mL 0.1 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH8. 0)，50 pL 0. 075 mol/L 的 碘 化 硫 代 乙酰 胆 碱 ， 
0. 1 mL 0.01 mol/L 的 5，5”- 二 硫 代 双 -2- 硝 基 苯 甲酸 液 (DTNB), 在 25C 水 浴 中 保温 
15 min, 加 入 0.1 mL 10°? mol/L 毒 扁豆 碱 。410 nm 处 比 色 。 

谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活力 测定 : 参照 Booth-s 的 方法 。 反 应 混合 液 包 括 0. 3 mL MA, 
2.7 mL 0.1 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH8. 0), 0.7 mL 0.03 mol/L 的 谷 胱 甘 肽 液 ，50 mL 
0. 1 mol/L 的 1-2,4- 二 硝 基 苯 液 (CDNB), 在 25C 水 浴 中 反应 30 min, 加 热 使 其 失 活 , 在 
350 nm 处 比 色 。 

活体 外 酶 抑制 作用 测定 : 将 酶 和 抑制 剂 按 一 定 比 例 在 37C 的 水 浴 锅 中 保温 10 min, 
分 别 以 a- 乙酸 芋 酯 和 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 作为 底 物 测定 剩余 酶 活力 。 抑 制剂 的 最 终 浓度 为 
10 ~ mol/L, 
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蛋白 质 测定 : 参照 Bradford’ 方法 。 
所 有 资料 通过 计算 机 SAS 程序 LSD 进行 生物 统计 分 析 59 。 


2 ”结果 分 析 


2.1 棉铃 虫 对 溴 氰 菊 酯 毒 力 反应 

表 1 为 棉铃 虫 3 个 种 群 对 溴 氰 菊 酯 毒 力 反应 。 与 YZ-S 种 群 相 比 较 ， 从 田间 收集 的 
HN95-R PRA ZA ARASH DE-R 种 群 对 省 氰 菊 酯 具有 较 高 的 抗 性 ， 抗 性 倍 
数 分 别 是 YZ-S 种 群 的 195.8 和 37 375 FH. 


Rl 棉铃 虫 3 个 种 群 对 省 氰 菊 酯 毒 力 反应 ” 


种 群 HESE LDso (ug/g 95% 置 信 限 ) 比值 
YZ-S 0. 741 士 0. 11 0.0024 (0. 0011~0. 0046) 1 
HN95-R 0. 982+0. 19 0.4700 (0. 2546~0. 8740) 195. 8 
DE-R 0. 21340. 21 89.700 (44. 820~196. 26) 37 375.0 


“POLO 程序 计算 表明 : 和 下 测验 差异 显著 [5 


2.2 棉铃 虫 解毒 酶 活力 比较 

棉铃 虫 3 个 种 群 的 解毒 酶 活力 比较 见 表 2， 从 试验 的 结果 来 看 ， 与 敏感 种 群 比较 ， 
HN95-R 和 DE-R 两 种 抗 性 种 群 的 3 种 解毒 酶 活力 比值 变化 不 大 ,但 LSD 检验 表明 ,3 个 
种 群 之 间 对 -乙酸 蔡 酯 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 表现 差异 显著 。 


表 2 棉铃 虫 3 个 种 群 的 解毒 酶 活力 比较 


-ZL RAMM 乙酰 胆 碱 酯 酶 45 BE H K-S-E BM 
a 比 活力 * 比值 ** 比 活力 * 比值 ** 比 活力 * 比值 ** 
YZ-S 0.0714+0.04 a 1.0 0.011+0.003 b 1.0 0.019+0.001 a 1.0 
HN95-R 0.106+0.02 ab 1. 5 0.017+0.006 a 1.6 0.018+0.003 a 0. 95 
DE-R 0.129+0.05 b 1.8 0.012+0.004 b 1.1 0.023+0.002 a 1. 2 


*mmol/ (L。mg。min)， 试 验 重复 3 次 ， 每 次 重复 制备 酶 制剂 ， 同 一 栏 的 不 同 字 母 表示 差异 显 着 (P<0.05， 
LSD); 


"* 抗 性 种 群 /敏感 种 群 


2.3 S 种 特异 性 酶 抑制 剂 对 棉铃 虫 3 个 种 群 活体 内 栈 系 的 抑制 作用 

从 表 3 的 结果 来 看 , 在 5 种 酶 抑制 剂 中 , malaoxon 和 paraoxon methyl 对 YZ-S 种 群 
活体 内 的 抑制 程度 最 大 , 分 别 是 单 用 澳 氰 菊 酯 的 59 和 9. 8 倍 。TPP 抑制 作用 是 2. 3 倍 。 
DEF 和 和 PB 在 这 个 种 群 中 没有 表现 出 抑制 作用 ,在 两 个 抗 性 种 群 中 ,TPP 和 PB 抑制 作用 
较 高 , 分 别 为 单 用 省 和 氰 菊 酯 的 3.4, 2.6 和 2.2,40.6 倍 , 而 malaoxon 和 paraoxon methyl 
的 抑制 作用 较 低 。DEF 在 HN95-R 种 群 中 的 抑制 作用 为 5. 2 倍 。 
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药剂 
YZ-S 种 群 * 
TA WG BE 
+TPP 
+DEF 
+MAL 
+PAR 
+PB 
HN95-R # BF * 
RRA 
+TPP 
+DEF 
+MAL 
+PAR 
+PB 
DE-R 种 群 ** 
RRA 
+TPP 
+DEF 
+MAL 
+PB 
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89 
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.218 (0. 1312~0. 3364) 
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00104 
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470 (0. 2546~0. 8740) 
140 (0. 0582~0. 2499) 
(0. 0299~0. 1656) 


.70 (44. 84~196. 26) 
.95 (18. 96~91. 72) 

.61 (27. 71~322. 55) 
.82 (16. 88~110. 71) 
21 (0. 7288~ 4. 1028) 


5 种 特异 性 酶 抑制 剂 对 棉铃 虫 3 个 种 群 活体 内 酶 系 的 抑制 作用 
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“POLO 程序 表明 : AURERE, FREBRA RA, 
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2.4 4 种 特异 性 酶 抑制 剂 活体 外 对 棉铃 虫 酶 系 的 抑制 作用 
表 4 为 4 种 酶 抑制 剂 活体 外 对 棉铃 虫 的 抑制 结果 。 从 这 个 结果 来 看 ， 以 -乙酸 蔡 酯 
作为 底 物 的 活体 外 酶 抑制 作用 表明 ，3 种 种 群 均 含 有 较 高 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 。malaoxon 和 
表 4 4 种 特异 性 酶 抑制 剂 活 体外 对 棉铃 虫 酶 系 的 抑制 作用 


药剂 YZ-S HN95-R DE-R 
i 比 活 力 * 土 SE ”比值 ** 比 活力 "* 士 SE ”比值 ** 比 活力 "* 土 SE WAT 
(o- 乙 酸 蔡 酯 作 底 物 ) 

Xt FR 0. 13180. 002 a 1.0 0.2390+0.009 a 1.0 0. 2035+0.003 a 1.0 
+TPP 0.0895+0.001 b 1.5 0. 202340. 006 b 1.2 0.1357+0.005 b 1.5 
+ DEF 0.0732+0.002 b 1.8 0.1756+0.007 c 1. 4 0.1167+0.002 b 1.7 
+MAL 0. 0359+0. 005 c 3.7 0.0792+0.002 d 3.0 0. 027340. 003 c 7.5 
+PAR 0. 0188+ 0. 003 7.0 0.0390+0.001 e 6.1 0.01960. 004 c 10.4 

(碳化 硫 代 乙 酰 胆 碱 作 底 物 ) 

对 照 0. 0268 士 0.002 a 1.0 0.0408+0.002 a 1.0 0. 02680. 004 a 1.0 
+ DEF 0.0218+0.004 ab 1.2 0.0374+0. 004 a 1.1 0.0254+0.002 a 1.1 
+TPP 0. 02050. 001 ab 1.3 0. 03380. 001 a 1.2 0. 023440. 003 a 1.2 
+PAR 0.01640. 003 be 1.6 0. 038040. 005 a 1.1 0.0238+0.005 a 1.1 
+MAL 0. 01320. 002 c 2.0 0. 0396+ 0. 007 a 1.0 0. 02600. 006 a 1.0 


*mmol/ (L ° mg -° min); 比 活 力 为 被 抑制 后 的 剩余 活力 ; SAS LDS 测定 在 同一 栏 的 不 同 字 母 表 示 差 异 显著 
(P<0. 05); 
"+ 未 加 抑制 剂 对 照 酶 活力 /被 抑制 后 的 剩余 活力 
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paraoxon methyl 的 抑制 作用 均 为 对 照 的 3.7，3.0，7.5 和 7.0，6.1，10.4 倍 。LSD 检 
测 差 异 十 分 显著 。 以 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 作为 底 物 , YZ-S 种 群 表现 差异 显著 , malaoxon 和 
paraoxon methyl 的 抑制 作用 分 别 是 对 照 的 2.0 和 1.6 倍 。 与 对 照相 比较 ，4 种 酶 抑制 剂 
在 两 种 抗 性 种 群 中 均 表 现 差 异 不 显著 。 表 明 3 种 解毒 酶 对 这 4 种 抑制 剂 不 敏感 。 
3 讨论 

棉铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 毒 力 反应 的 机 理 已 有 许多 文献 报道 , 有 些 人 认为 2 , 我国 棉 铃 
虫 对 拟 除虫菊 酯 的 抗 性 代谢 机 理 主要 是 水 解 酯 酶 和 多 功能 氧化 酶 。 我 们 的 试验 也 证 实 了 
这 一 点 。 酶 活力 和 特异 性 抑制 剂 活体 内 的 试验 表明 ， 在 两 个 抗 性 种 群 中 c- 乙 酸 蔡 酯 酶 和 
多 功能 氧化 酶 的 活力 高 于 敏感 种 群 ， 这 两 种 酶 可 能 参与 对 溴 氰 菊 酯 的 代谢 ， 与 棉铃 虫 对 
溴 氰 菊 酯 的 高 抗 性 有 一 定 的 关系 。 这 与 Ahmad 等 022 和 Gunning" 分别 报 道 的 泰国 和 澳 
大 利 亚 棉铃 虫 对 拟 除 虫 菊 酯 抗 性 机 理 是 一 致 的 。 

乙酰 胆 碱 酯 酶 是 中 枢 神 经 系统 重要 水 解 酶 。 有 报道 认为 " ， 这 种 酶 主要 与 有 机 磷 的 
抗 性 相关 。 但 在 这 个 试验 结果 中 我 们 发 现 ， 无 论 敏 感 种 群 或 是 抗 性 种 群 均 含有 较 高 的 乙 
酰 胆 碱 酯 酶 ， 包 括 在 室内 用 溴 氰 菊 酯 汰 选 的 抗 性 种 群 。 特 异性 抑制 剂 活体 内 抑制 和 以 碘 
化 硫 代 乙酰 胆 碱 作 底 物 活体 外 的 抑制 测试 ,敏感 种 群 和 抗 性 种 群 对 其 表现 了 不 同 亲 和 力 ， 
表明 乙酰 胆 碱 酯 酶 在 敏感 种 群 和 抗 性 种 群 中 可 能 属于 不 同类 型 的 酶 或 者 酶 的 结构 发 生变 
化 。 这 种 酶 可 能 也 参与 了 棉铃 虫 对 溴 和 氰 菊 酯 的 抗 性 。 拟 除虫菊 酯 作为 神经 毒剂 ， 昆 虫 对 
其 的 抗 性 表现 在 两 个 方面 ,一 方面 是 解毒 酶 的 代谢 ,另外 一 方面 是 中 枢 神 经 系统 神经 膜 
各 因子 的 敏感 度 下 降生。 乙酰胆碱 酯 酶 作为 中 枢 神 经 系统 重要 因子 如 何 参 与 棉铃 虫 对 拟 
除虫菊 酯 的 抗 性 目前 尚 不 十 分 清楚 ， 有 待 于 继续 讨论 。 作 者 认为 ， 我 国 北方 棉 区 棉铃 忠 
对 拟 除 虫 菊 酯 的 抗 性 应 属于 水 解 酯 酶 、 多 功能 氧化 酶 、 乙 酰 胆 碱 酯 酶 和 中 枢 神 经 系统 神 
经 组 织 敏感 度 下 降 的 联合 机 理 。 哪 一 种 系统 占 主导 作用 可 能 取决 于 其 自身 生理 代谢 和 生 
态 环境 因子 的 影响 。 棉 铃 虫 对 拟 除虫菊 酯 的 抗 药 性 问题 在 我 国 北方 棉 区 已 十 分 严重 ， 碍 
清 抗 药性 机 理 对 更 好 的 治理 或 缓解 棉铃 虫 的 抗 药 性 是 非常 必要 的 。 
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STUDY ON THE MECHANISMS OF RESPONSES TO 
DELTAMETHRIN IN SUSCEPTIBLE AND RESISTANT 
STRAINS OF COTTON BOLLWORM 


Tan Weijia Liang Gemei Guo Yuyuan 
(Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences Beijing 100094) 


Abstract The responses to deltamethrin and the changes of the detoxification enzymes 
were compared by bioassay and biochemical method between the susceptible and resis- 
tant strains of cotton bollworm Helicoverpa armigera. The results showed that the lev- 
els of resistance to deltamethrin were significantly high in the resistant cotton bollworm 
either from the field or laboratory selection, and the ratios were 195.8 and 37 375-fold 
compared with the susceptible one, respectively. The hydrolase and mixed function oxi- 
dase might be the important enzymes to cause the high resistance of cotton bollworm to 
deltamethrin. The tests of inhibition by special inhibitors in vivo and in vitro indicated 
that there were high levels of acetylcholinesterase in the susceptible and resistant 
strains. However, the affinity to the inhibitors between the two strains was significant- 
ly different, suggesting that acetylcholinesterase in the susceptible and resistant strains 
was changed differently. Consequently, the variation of acetylcholinesterase might also 
be an important factor affecting the resistance of insecticides even if it is a nerve toxin to 


central nervous system such as deltamethrin. 
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